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水杨酸的抑酶与抑菌作用
郑国兴 ,张春乐 ,黄　浩 ,张丽娟 ,林　敏 ,陈清西 3
(厦门大学生命科学学院 细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室 ,福建 厦门 361005)
摘要 :以水杨酸为效应物 ,研究其酶学效应和微生物效应. 实验结果表明 :水杨酸对马铃薯多酚氧化酶有明显的抑制作
用 ,半抑制率 ( IC50 )为 2. 05 mmol/L,抑制作用表现为非竞争性的可逆过程 ,其抑制常数为 2. 00 mmol/L. 水杨酸对大肠杆
菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌 3种细菌和白色假丝酵母、黑曲霉两种真菌均有明显的抑制作用 ,其最小抑菌浓度
(M IC)分别为 0. 75、0. 5、0. 5、0. 25和 0. 75 mg/mL,最小杀菌浓度 (MBC)分别为 0. 75、1. 0、0. 5、0. 25和 0. 75 mg/mL. 本
研究为水杨酸在果蔬保鲜中的应用提供实验理论依据.
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导致葱头腐烂 [ 1 ] , A lvarez发现阴沟肠杆菌引起了番木




( PPO )广泛存在于自然界中 ,是一种含铜的氧化还原
酶 ,能催化植物体内的酚类物质氧化为相应的醌 ,醌在


















参考文献 [ 4 ]方法 ,在 50 mmol/L磷酸缓冲溶液
(pH 6. 8)中 ,以 0. 5 mmol/L L2DOPA为底物 , 30℃下
测定波长为 475 nm的光密度值 (OD475 )随时间的增长
直线 ,从斜率计算酶的活力 ,产物的消光系数按 3 700
L / (mol·cm )计算 [ 5 ] . 蛋白质浓度测定采用 Folin酚
法. 效应物对酶活力的影响 :将效应物溶于二甲亚砜
(DMSO)溶液中 ,取 0. 1 mL含不同浓度的抑制剂于测
活体系中 ,检测酶的剩余活力 ,对照组加入相同量的
DMSO以排除其影响. 抑制作用的机理通过 L ineweav2
er2Burk双倒数作图 ,比较酶催化反应的动力学参数 ,





苔制成菌悬液 ,分别取菌悬液 1 mL加到已融化又冷却
至适当温度的 100 mL普通 LB琼脂培养基 (真菌用马
铃薯糖 PDA琼脂培养基 )中 ,摇匀 ,即刻倒入无菌培养
皿中 ,待充分冷凝后制成混菌培养基平板备用. 实验药
物 (水杨酸 )配于 DMSO溶液中. 实验采用 80 U /mL的
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庆大霉素为细菌标样参照 ,采用 1 mg/mL的重铬酸钾
水溶液为真菌标样参照. 用适当一次性无菌打孔器在
平皿内均匀打孔若干 ,直径约 6 mm ,间距不少于 24
mm ,孔中距平皿边缘不少于 15 mm ,每孔内加入 40μL
药液. 细菌 37℃培养 24 h (真菌 28℃培养 48 h) ,量抑




×100% 式中 , v为抑制率 ; A为水杨酸的抑
菌圈直径 ; B 为标样参照的抑菌圈直径.
最低抑菌浓度 (M IC)和最低杀菌浓度 (MBC)的
测定 :采用微量液体稀释法 [ 7 ] ,用无菌环取 2～3个生
长良好的菌落加入到 10 mL LB培养基 (真菌用马铃
薯糖 PDA培养基 )中备用. 取紫外线灭菌后的 96孔板
一块 ,每孔加 150μL LB液体培养基 (真菌用马铃薯糖
PDA培养基 ) ,再加 40μL菌液 ,然后每孔加 10μL药
液 ,每一浓度作 3复孔 ,对照组 3复孔各加 50μL菌
液. 细菌 37℃培养 24 h (真菌 28℃培养 48 h) ,以浑浊
度为标准肉眼观察无菌生长的药液浓度即为最低抑菌




以水杨酸为效应物 ,研究它对马铃薯 PPO催化 L2




定导致酶活力下降 50%所需的抑制剂浓度 ( IC50 )为
2. 05 mmol/L.
　图 1　水杨酸对马铃薯 PPO活力的影响
　Fig. 1　Effects of salicylic acid on potato PPO
2. 2　水杨酸对马铃薯 PPO抑制效应
研究水杨酸对马铃薯 PPO抑制作用类型 ,在测活
体系中 ,固定酶的浓度 ,改变底物 L2DOPA浓度 ,测定
不同浓度抑制剂对酶的活力的影响. 由 L ineweaver2
Burk双倒数作图得到一组横轴截距不变的直线 ,说明
这一组抑制剂不影响米氏常数 ( Km ) ,只影响最大反应
速度 (Vm ) ,其抑制机理表现为非竞争性类型 ,以不同
浓度抑制剂下测定的 1 /Vm 对抑制剂浓度作图 (图 2
内插图 )为一条直线 ,从直线的斜率可以求得抑制常
数 ( KI = KIS )为 2. 00 mmol/L.
　图 2　水杨酸对马铃薯 PPO抑制效应
线 1～5水杨酸的浓度为 0, 0. 4, 0. 8, 1. 2, 1. 6 mmol/L
　Fig. 2　L ineweaver2Burk p lots of potato PPO inhibited by salicyl2
ic acid
2. 3水杨酸的抑菌作用
实验以 DMSO为负对照 ,细菌实验是以 80 U /mL
的庆大霉素作为正参比 ,对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、
金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径分别为 22、20 和 25
mm;真菌实验是以 1 mg/mL的重铬酸钾为正参比 ,对
白色假丝酵母、黑曲霉的抑菌圈直径分别为 14和 16
mm. 相同实验条件下 , 40 mg/mL 的水杨酸对大肠杆
菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、白色假丝酵母、黑
曲霉的抑菌圈直径分别为 18、15、22 、12和 12 mm. 实
验结果表明 ,水杨酸对上述实验的 3种细菌和两种真
菌均有显著的抑制作用 ,见图 3. 抑制强度分别可达
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　　　　　　图 3　琼脂渗透法的效果
　　　　　　Fig. 3　The result of the agar diffuion method
表 1　琼脂渗透法测定结果
Tab. 1 The assay result of the agar diffusion method
效应物 浓度 E. coli B. subtilis S t. aureus C. albicans A. niger
DMSO ≥99. 0% - - - - -
庆大霉素 80 U /mL 22 20 ( ±) 25 - -
KCrO4 1 mg/mL - - - 14 ( ±) 16 ( ±)
水杨酸 40 18 15 22 12 12
(mg/mL) 20 14 12 15 11 10
10 10 9 11 8 9
5 9 8 8 7 8
　注 :“±”表示抑菌圈模糊 ,“ - ”表示无抑菌圈.
2. 4　水杨酸抑菌的剂量效应
实验结果表明 , 3种细菌中 ,水杨酸对金黄色葡萄
球菌的抑制作用最强 ,其最低抑菌浓度和最低杀菌浓
度都为 0. 5 mg/mL,其次为大肠杆菌和枯草芽孢杆菌 ;
两种真菌中 ,水杨酸对白色假丝酵母的抑制作用较强 ,




果蔬都有较好的保鲜效果 [ 8, 9 ] . 水杨酸可明显降低果
蔬在储藏期间的呼吸速率 ;对采后果蔬的成熟有调节







草芽孢杆菌的抑菌效果最好 ,最小抑菌浓度 (M IC)和
最小杀菌浓度 (MBC)值均是最小的 ,分别为 0. 5 mg/
mL和 0. 5 mg/mL. 而对于真菌 ,其对白色假丝酵母抑







的亲和力 ;抑制剂可以同时与游离酶 ( E)和结合酶
( ES)结合 ,且结合常数相同. 这也说明了水杨酸在酶
分子上的结合位点并不在活性中心 ,而是活性中心以
外的区域. 因此 ,水杨酸作为马铃薯 PPO的强效抑制
剂 ,可望成为除抑菌功效外 ,同时能够防止果蔬产生酶
促褐变的保鲜剂.
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net
· 22　 · 厦门大学学报 (自然科学版 ) 2006年
表 2　微量液体稀释法的测定结果
Tab. 2 The assay results of liquid dilution method
菌名 (mg/mL) E. coli B. subtilis S t. aureus C. a lbicans A. niger
M IC 0. 75 0. 5 0. 5 0. 25 0. 75
MBC 0. 75 1. 0 0. 5 0. 25 0. 75
　　水杨酸广泛存在于植物中 ,是一种方便易得的小
分子化学物质. 水杨酸用于果蔬保鲜 ,可以延缓果实衰
老 ,延长储藏期 ,对人体无副作用 ,可满足消费者对绿
色食品的要求. 本文研究表明 ,它不但具有抑菌功能 ,
而且可以抑制果蔬中 PPO的活性 ,防止果蔬褐变 ,因
此它作为一种果蔬保鲜剂具有广泛的应用前景.
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E ffec t of S a licy lic A c id on Po ta to PPO and S om e M ic robe
ZH EN G G uo2xing, ZHAN G C hun2le, HUAN G H ao, ZHANG L i2juan,
L IN M in, CH EN Q ing2xi3
( Key L abora to ry of M in is try of Education fo r Cell B io logy and Tum or Cell Engineering,
Schoo l of L ife Sc iences, X iam en U nivers ity, X iam en 361005, Ch ina)
A b s t ra c t: U sed sa licylic ac id as the inhibitor, w e studied its inhibitory effec t on the ac tiv ity of pota to po lyphenol ox idase ( PPO ) and
som e bac te ria and fung i. Sa licy lic ac id could obviously inh ibit the PPO activ ity and the inhibitor concen tra tion lead ing to 50% activity los t
( IC50 ) w as de te rm ined to be 2. 05 mm ol/L. The inh ib ition m echanism of salicylic acid be longed to a revers ib le noncom petitive reac tion,
and the constan t of inh ib ition ( KI ) w as 2. 00 mm ol/L. The inh ib ition of sa licy lic ac id on som e bac te ria such as E. co li, S. au reus and B.
subtilis and som e fungi such as C. a lb icans and A. n iger has been stud ied. The values of M IC w ere de te rm ined to be 0. 75, 0. 5, 0. 5,
0. 25 and 0. 75 m g /mL , respec tive ly, and the values of M BC w ere 0. 75, 1. 0, 0. 5, 0. 25 and 0. 75 m g /mL , respec tive ly. This s tudy
gave theoretica l support fo r sa licy lic ac id used as food p reservative agent.
K e y w o rd s: salicylic acid; potato PPO; bacterium; fung i; inhibition
